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Die AminosSure-Sequenz einer sauren Hydrolase aus dem 
CUlatenTetrahymena : 

THE AMINO ACID SEQUENCE OF AN ACIDIC HYDROLASE FROM THE 
CIL1ATE TETREHYMENA 

MQK1LHTFL LGIALAQITP GVDPISAKVM PKPKNYTYGD LSLLVTDPCG 50 

VSYRPSVGSG KVPNHVYQII GFYTLNIFNS NENSCAMQR EYKNETTIEK 100 

MRRLQHSQNI VFDIFIQDAA LATADTLEDE YYDLQIYNTT YWKLTANKYV 150 

GLLRGLETYS QLFTQDEDTE DWYLNNIPIS IQDQPOYTYR GLMIDSARHF 200 

LSVET1LKTI DSMLFNKLNV LHWHITDTES FPFPLKSFPN ITKYGAYSKK 250 

KQYSFEDIQY IVDQALNKGI QVIPEVDSPG HAFSWARSPQ FSSIGLLCDQ 300 

YNGQLDPTLN LTYTAVKGIM EDMNTQFYTA KYVHFGGDEVEEQCWNKRPE 350 

IKEFMNQNNI STYTDLQNYY RKNQVNIWtCS INATKPAIFW ADSNTUCYGP 400 

DDIIQWWGST HDFSSIKDLPNKIILSFYDN TYLDVGEGNR YGGSYGSMYN 450 

WDVLNSFN PRVPGIKGEILG ETCLWSEMN DDSTQFQRLW TRNSAFAERL 500 

WNTOAANNET YKTRALVSRM VFMQHRLTAR GIPASPVTVG ICEQNLSLCY 550 

N 551 



(57) Abstract 

Nucleic acid that codes ^-Hexosaminidase from ciliates. 
(57) Zusammenfassung 

Nuclei nsaure kodierend fUr eine /^-Hexosaminidase aus Ciliaten. 



▲ 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT veroffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Amienien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral ien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes Konigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnicn-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Bclgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


Tttrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungarn 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bras i lien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vcreinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Anierika 


CF 


Zcntralafrikanischc Republik 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


UZ 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'Tvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamerun 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumanien 






CZ 


Tschechischc Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische Federation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







WO 00/52176 



PCT/EPOO/01853 



B-Hexosaminidase sowie diese kodierende DNA-Seauenz aus 
Ciliaten und deren Verwenduna 

Die Erfindung betrifft eine Nucleinsaure kodierend fur eine 6- 
Hexosaminidase. 

Die Expression von Fremdproteinen in Mikroorganismen, wie Bakterien, 
Hefen, oder Mammalia-Zellen ist fur die biotechnologische Darstellung 
und Produktion rekombinanter Proteine von groBer Bedeutung. Hierbei 
werden bakterielle Expressionssysteme auf der Basis von E. coli oder B. 
subtilis zur Produktion von rekombinanten Peptiden bzw. Proteinen wie 
z.B. Insulin, Interleukin-2, Gewebe-Plasminogen-Aktivator, Proteasen 
und Lipasen verwendet. Bei gram-negativen Bakterien basieren die 
Expressionssysteme meist auf der Verwendung von genetischen 
Eiementen, wie dem lac-Operon oder dem Tryptophan-Operon. Dabei 
werden die wirtsfremden Proteine entweder in "inclusion bodies" 
(Einschlusskorper) innerhalb der Zelle produziert, oder, bei Verwendung 
von Expressionssystemen auf der Basis von B-Lactamase-Genen, in den 
peripiasmatischen Raum. Die Produktion von rekombinanten Proteinen 
in das umgebende Fermentationsmedium ist nicht etabliert. Bei gram- 
positiven Bakterien werden bisher fast ausschlieBlich nur zelleigene 
Proteine in Expressionssysteme eingebaut und expremiert. 

Hefen, wie S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis oder Pichia pastoris 
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werden ebenfalls zur heterologen Expression rekombinanter Proteine, 
wie z.B. von humanem Faktor XHIa, bovinem Pro-Chymosin oder 
Oberflachenantigenen eingesetzt. Die Expressionssystem basieren hier 
auf Shuttle-Vektoren (Vektor mit einem Hefe- und einem bakteriellen 
Anteil), die auf den genetischen Elementen der Gaiakto-Kinase- 
Epimerase, der sauren Phosphatase oder Alkoholdehydrogenase 
aufgebaut sind. In der Regel wird das rekombinante Protein in das 
Cytoplasma der Zelle produziert. Bei Verwendung von hefeeigenen 
Signalsequenzen, wie der des Alpha-Faktors, konnen die exprimierten 
Proteine auch in das Fermentationsmedium sezerniert werden. Die 
Glykosylierung sezernierte Proteine erfolgt nach dem "high-mannose"- 
Typ. 

Mammalia-Zellen, wie verschiedene Zelltypen von Nagern (CHO-Zellen, 
C127-Zellen) oder Affen (Vero-, CV-1- oder COS-Zellen) kommen 
ebenfalls zur heterologen Expression rekombinanter Proteine zum 
Einsatz. Die Expressionssysteme basieren hier auf rekombinanten Viren 
(BPV-Vektor) oder auf Shuttle-Vektoren. Zur Regulation der Expression 
werden virale SV40-Enhancer/Promotor-Systeme oder zellulare 
Verstarker-Elemente eingesetzt. Die rekombinanten Proteine, wie 
Erythropoietin, werden in das Fermentationsmedium sezerniert, da die 
die Fremdgene in der Regel bereits Signalsequenzen mitbringen und 
diese vom Expressionssystem verstanden und zur Zielsteuerung 
verwendet werden. 

Zur biotechnologischen Produktion von glykosylierten, extrazellularen 
Enzymen werden des weiteren Ciliaten wie beispielsweise Tetrahymena 
eingesetzt. Ciliaten wachsen auf kostengiinstigen Fermentationsmedien 
unter Einsatz von Standartfermentationsverfahren. Zur Transformation 
solcher Ciliaten stehen Vektoren zur Verfugung, die auf den rDIMA- 
Elementen des Ciliaten Tetrahymena basieren. Zur heterologen 
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Expression von bakteriellen Proteinen in Ciliaten werden DNA- 
Konstrukte aus Genen von Tetrahymena eingesetzt. Wenn geeignete 
genetische Elemente zur Regulation der Transkription, der Zielsteuerung 
und der Glykosilierung von Fremdproteinen zur Verftigung stehen, sind 
Ciliaten ein ideales Expressionssystem zur kostengunstigen Produktion 
therapeutischer rekombinanter Proteine. 

Die bisher verwendeten Gram negativen bakteriellen Expressionssys- 
teme fuhren in der Regel zur Bildung von "inclusion bodies" in der Zelle, 
einhergehend mit einer Denaturierung der Proteine. Fur die Gewinnung 
des rekombinanten Proteins mussen die Zellen aufgebrochen und das 
denaturierte, inaktive Protein fur seine Funktion zuruckgefaltet werden. 
Dies verursacht zusatzliche kosten intensive Verfahrensschritte und 
erniedrigt die Ausbeute des erwunschten Proteins. Die fur 
eukaryontische Proteine wichtige Gkykosylierung unterbleibt vollig. Bei 
der Verwendung von Gram-positiven bakteriellen Expressionssystemen 
ist der Abbau des Zielproteins durch hohe proteolytische Aktivitaten in 
der Fermentationsbruhe zudem problematisch. 

Bei der Verwendung von Hefen zur heterologen Expression wird das 
erwunschte Zielprotein haufig nur in die Zelle produziert, aus der es 
durch Zellaufschluss entfernt werden muss. Dies verursacht, wie bei 
bakteriellen Expressionssystemen, zusatzliche zeit- und kosten intensive 
Verfahrensschritte. Werden hefeeigene Signalpeptide verwendet, so 
werden die Fremdproteine bei der Sezernierung nicht korrekt gespleiBt 
und glykosyliert. 

Werden hingegen Mammalia-Zellsysteme zur Produktion von 
rekombinanten Proteinen eingesetzt, so liegen die erwunschten Proteine 
extrazellular, korrekt gespleiBt und glykosyliert im 
Fermentationsmedium vor. Nachteilig ist hier jedoch zum einen die 
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niedrige Expressionsrate durch die fehlerhafte Prozessierung und 
ineffiziente Translation von Genen, die uber virale Vektoren in das 
Genom der Produktionszelllinie eingebracht wurden. Zum anderen sind 
die serumhaltigen Fermentionsmedien fur Mammalia-Zellen extrem 
kostenintensiv. Zudem ist die Fermentationstechnologie fur die 
scherkraftempfindlichen Zelllinien auf Grund von Konstruktionen zur 
blasenfreien Beliiftung aufwendig und ebenfalls kostspielig. Weitere 
Probleme ergeben sich durch die hone Gefahr der Infektion der 
Zelllinien durch Mycoplasmen und Viren. Zusammengenommen hat die 
Verwendung von Mammalia-Zellen zur biotechnologischen Herstellung 
von rekombinanten Proteinen sehr hohe Kosten, Sicherheitsauflagen 
und niedrige Ausbeuten zur Folge. 

Fur den Einsatz von Ciliaten, wie Tetrahymena , gelten die oben 
genannten Nachteile bei der Produktion von Proteinen nicht. So werden 
beispielsweise einige saure Hydrolasen, die an der Verdauung von 
Nahrungspartikeln beteiligt sind, in groBen Mengen und komplex 
glykosiliert aus der Zelle ausgeschleust. 

Alam et al. beschreiben im 3. Euk. Mikrobiol. 43 (4), 1996, Seiten 295 
bis 303 die Klonierung eines Gens, das fur die saure a-Glucosidase von 
Tetrahymena Pyriformis kodiert. Das Protein wird jedoch nur zu einem 
geringen Teil aus der Zelle ausgeschleust. 

Bisher ist es jedoch nicht mdglich, andere, fremde glykosylierte 
eukaryontische Proteine in Ciliaten zur Expression zu bringen, die 
gleichfalls in das Fermentationsmedium sezerniert werden. Ursache ist, 
das bisher die DNA-Sequenzen aus Ciliaten eigenen sezernierten sauren 
Hydrolasen unbekannt waren, die fur die Konstruktion von 
Expressionsvektoren notwendig sind. 
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Aufgabe der Erfindung ist es, eine DNA-Sequenz zur Expression von 
sezernierten Proteinen von Ciliaten bereitzustellen. Die DNA-Sequenz 
soil es ermog lichen, in einem Expressionsystem heterologe Proteine 
nach der Transformation in Ciliaten in das Fermentationsmedium zu 
verbringen. Dieses System soli auch eine hohe Expressionsrate des 
heterologen Proteins erreichen, das unter Kulturbedingungen in groBen 
Mengen aus der Zelle ausgeschleust wird. 

Diese Aufgabe wird durch ein System gelost, bei dem eine Nucleinsaure 
mit einer Sequenz mit der Seq. ID. Nr. 1 codierend fur 6- 
Hexosaminidase Verwendung findet. 

Die erfindungsgemaSe DNA-Sequenz der B-Hexosaminidase beinhaltet 
insbesondere ein Signal- und ein Propeptid, sowie gegebenenfalls 
weitere genetische Elemente zur Zielsteuerung von Proteinen. Die 
Verwendung dieser Sequenzen in einem Vektor ermoglicht es, heterolog 
exprimierte Proteine aus der Zelle zu transportieren und damit ohne 
ZellaufschluB aus Fermentationsbriihe aufzureinigen. 

Figur 1 zeigt eine Nucleinsaure kodierend fur B-Hexosaminidase aus 
Ciliaten. Figur 2 zeigt ein entsprechendes Expressionsprodukt der 
Nucleinsaure gemaB Seq. ID. Nr. 1. Dieses Protein gemaB Seq. ID. Nr. 2 
ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Gegenstand der Erfindung ist insbesondere die Signalsequenz des 
erfindungsgemaBen Proteins. Es handelt sich dabei bevorzugt um die 
Aminosauren 1 bis 17 des erfindungsgemaBen Proteins. Auch eine 
Nucleinsaure, die fur das N-terminale Fragment kodiert, ist Gegenstand 
der Erfindung. Es handelt sich dabei bevorzugt um eine Fragment der 
erfindungsgemaBen Nucleinsauren, insbesondere mit der 
Nucleinsauresequenz 1 bis 51 gemaB der Figur 1. 
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Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung einer 
Nucleinsauresequenz von sauren Hydrolasen gemaB der Erfindung oder 
Teilen davon zur homologen oder heterologen Expression von 
rekombinanten Proteinen und Peptiden, sowie zur homologen oder 
heterologen Rekombination ("knock-out", "gene replacement"). 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren, bei dem die fur 6- 
Hexosaminidase kodierende erfindungsgemaBe Nucleinsaure oder Teile 
davon mit den fur homologe oder heterologe Expression ublichen 
Enhancer, Promotoren, Operatoren, Origins, Terminatoren, 
Antibiotikaresistenzen oder anderen Nucleinsauren bzw. DNA- 
Fragmenten bzw. Sequenzen jeglicher Art von Viroiden, Viren, 
Bakterien, Archezoen, Protozoen, Pilzen, Pflanzen, Tieren oder 
Menschen kombiniert werden. 

Insbesondere wird die erfindungsgemaBe Nucleinsaure oder Teile davon 
in einen Vektor, ein Plasmid, ein Cosmid, ein Chromosom oder 
Minichromosom, ein Transposon, ein IS-Element, eine rDNA oder jede 
andere Art ringformiger oder linearer DNA oder RNA eingebaut. 

Dem Fachmann ist klar, dass erfindungsgemaB auch Nucleinsauren 
eingesetzt werden konnen, die zu mindestens 40% homolog mit der 
Nucleinsaure gemaB Seq. ID. Nr. 1 ist. Auch das Protein gemaB Seq. ID. 
Nr. 2 kann modifiziert werden ohne die Funktion zu verlieren. So 
konnen beispielsweise sogenannte konservative Austausche von 
Aminosauren durchgefuhrt werden. Dazu konnen z.B. hydrophobe 
Aminosauren untereinander ausgetauscht werden. 

Zur Aufreinigung und Isolierung B-Hexosaminidase aus Ciliaten und zur 
Bestimmung der Sequenz konnen folgende Methoden verwendet 
werden. Dies wird an den folgenden Beispielen verdeutlicht. 
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Beispiel 1 

Aus insgesamt 3,2 L Zellkultur wurden Zellen des Ciliaten Tetrahymena 
der spatlogarithmischen Wachstumsphase in 400 ml_ Hungermedium 
(10 mM TRIS-HCI, pH 7,4) hineingewaschen und die Zellen unter 
Schiitteln weitere 4 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde der zellfreie 
Kulturuberstand geerntet und durch eine Reihe Filter mit abnehmendem 
Porendurchmesser fiitriert, urn eventuell vorhandenes partikulares 
Material zu entfernen. Das Filtrat wurde mit einer Amicon- 
Ultrafiitrationszeiie eingeengt una in den Startpuffer fur die 
anschlieBende Ionenaustausch-Chromatographie (IEC) umgepuffert. 

Die aufgefangenen Chromatographie-Fraktionen wurden mit 
speziftschen 4-Nitro-phenyl-Substraten fiir saure Hydrolasen, der saure 
Phosphatase (sPAse) und der 6-Hexosaminidase (B-Hex), getestet und 
die Fraktionen mit der hochsten 6-Hex-Aktivitat vereinigt. Diese wurden 
durch eine weitere Amicon-Ultrafiltration eingeengt und in den 
Startpuffer fur die Affinitats-Chromatographie umgepuffert. Die 
aufgefangenen Chromatographie-Fraktionen wurden, wie oben 
beschrieben, auf Enzymaktivitaten getestet, die Fraktionen mit der 
hochsten Aktivitat fiir eine saure Hydrolase vereinigt und in Phosphat- 
Puffer (PB) umgepuffert. Aus insgesamt acht Aufreinigungen wurden die 
hydrolase-haltigen Chromatographie-Fraktionen zusammengefasst, 
eingeengt, portioniert und bis zur weiteren Charakterisierung 
eingefroren. 

Ein Teil dieser so aufgereinigten Hydrolase wurde uber 2D-SDS- 
Gelelektrophorese aufgetrennt (insgesamt acht Gele), der Hauptspot 
jeweils ausgestochen und gesammelt. Das in diesen Gelstucken 
vorhandene Protein, die 6-Hex, wurde mit der Protease Trypsin verdaut. 
Die so entstandenen Peptid-Fragmente wurden aus den Gelstiickchen 
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herausgelost und uber Reverse-Phase- H PLC (RP-HPLC) voneinander 
getrennt. Die Reinheit der HPLC-Fraktionen wurde mit einem 
massenspektroskopischen Verfahren (MALDI-MS) uberpruft und die 
sauberen, d.h. die Fraktionen, die nur eine Peptid-Spezies einer 
definierten Masse enthielten, uber Edman-Abbau von ihrem N-Terminus 
her sequenziert. 

Anhand der Sequenz der Peptidfragmente, die durch den Trypsin- 
Verdau gewonnen wurden, wurden B-Hexosaminidase-spezifische PCR- 
Primer erstellt. Durch Sequenz-Vergleich mit den bereits vorhandenen 
6-Hex-Sequenzen konnte eine Vorauswahl der Primer-Kombinationen 
fur die RT-PCR getroffen werden. Mit diesen Informationen wurde 
mittels RT-PCR aus isolierter Gesamt-RNA, deren Qualitat vorher durch 
Northern-Hybridisierung uberpruft wurde, erste spezifische cDNA- 
Fragmente amplifiziert und sequenziert. Mit Hilfe dieser Fragmente 
wurden sequenzspezifische Primer konstruiert, die fur weitere PCR- 
Experimente eingesetzt wurden. Jeder Primer und jede gewonnene 
Teilsequenz wurde durch Datenbank-Abgleich und vor weiteren 
Experimenten u.a. auf eventuell ubersehene Vektorsequenzen 
uberpruft. Durch 5'- und 3'-RACE wurde die cDNA-Sequenz zum 5'- und 
3'-Ende verlangert. Die so vervollstandigte Sequenz der B-Hex-cDNA 
diente dann als Basis fur weiter Sequenzanalysen. 

Die so ermittelte Sequenz einer B-Hexosaminidase von aus dem Ciliaten 
lautet, wie in Figuren 1 aufgefuhrt. Bei der Sequenz handeit es sich urn 
insgesamt 1836 Basenpaare inkl. 5'- und 3'-nichttranslatierten 
Bereichen der B-Hexosaminidase mit einem offenen Leseraster ("open 
reading frame") von 1656 Basenpaaren Lange. Die komplementare 
Aminosauresequenz ist 551 Aminosauren lang und lautet, wie in Figuren 
2 aufgefuhrt. 
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Das Sequenz der 6-Hexosaminidase besitzt insgesamt 9- 
Glykosylierungsstellen und enthalt ein Signalpeptid, sowie eine pro- 
Sequenz zur Zielsteuerung des Enzyms durch den Sortiermechanismus 
der Zelle. 



# 
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Patentansprliche 

1. Nucleinsaure kodierend fur eine 6-Hexosaminidase aus Ciliaten. 

2. Nucleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
fur eine extrazellulare 6-Hexosaminidase kodiert. 

3. Nucleinsaure gemaB Anspruch 1 oder 3, gekennzeichnet durch die 
Nucleinsauresequenz in Fig. 1 oderTeile davon, insbesonsdere mit 
der Seq. ID No. 1. 

4. Ein Protein mit der Aminosauresequenz der in Figuren 2 
angegebenen Abfolge von Aminosauren. 

5. N-terminales Fragment des Proteins gemaB Anspruch 4, insbe- 
sondere mit der Sequenz M Q KI LLITFLLGI ALAQ . 

6. Nucleinsaure kodierend fur das N-terminale Fragment gemaB An- 
spruch 5, insbesondere ein Fragment der Nucleinsaure gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 4. 

7. Verwendung einer Nucleinsaure gemaB den Anspruchen 1 bis 4 
oder 6 oder Teile davon zur homologen oder heterologen 
Expression von rekombinanten Proteinen und Peptiden, sowie zur 
homologen oder heterologen Rekombination ("knock-out", "gene 
replacement"). 

8. Ein Verfahren, bei dem die Nucleinsaure gemaB den Anspruchen 1 
bis 4, 6 oder Teile davon mit den fur homologe oder heterologe 
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Expression ublichen Enhancer, Promotoren, Operatoren, Origins, 
Terminatoren, Antibiotikaresistenzen Oder anderen Nucleinsauren 
bzw. DNA-Fragmenten bzw. Sequenzen jeglicher Art von Viroiden, 
Viren, Bakterien, Archezoen, Protozoen, Pilzen, Pflanzen, Tieren 
Oder Menschen kombiniert wird. 

9. Ein Verfahren, bei dem eine Nucleinsaure gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 4 Oder 6 in einen Vektor, ein Plasmid, ein Cosmid, 
ein Chromosom oder Minichromosom, ein Transposon, ein IS- 
Element, eine rDNA oder jede andere Art ringformiger oder 
linearer DNA oder RNA eingebaut oder verwendet wird. 
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Figur 1: Die Nuclei nsauresequenz einer sauren Hydrolase aus dem 
Ciliaten Tetrahymena: 

-39 -1 
cagcagtaataaaaaattctaaatatattgattgtagct 
ATG CAA AAG ATA CTT TTA ATT ACT TTC CTT CTT GGA ATA GCT CTC GCT CAA ATT ACT CCT 
60 

GGC GTT GAC CCT ATT TCA GCT AAG GTT ATG CCT AAA CCT AAG AAT TAC ACT TAT GGA GAT 
120 

TTG AGC TTA CTT GTC ACT GAT CCT TGC GGA GTC TCT TAC AGA CCT TCT GTT GGG TCA GGA 
180 

AAA GTA CCC AAC CAT GTC TAT CAA ATT ATT GGA TTC TAC ACT TTG AAT ATT TTC AAT TCT 
240 

AAC GAA AAC TCT TGT GCT ATG TAA AGA GAA TTG TAT AAG AAT GAA ACA ACC ATT GAA AAG 
300 

ATG CGT AGA TTA CAA CAT TCC TAA AAT ATA GTC TTC GAT ATT TTT ATC TAA GAC GCT GCT 
360 

TTG GCC ACT GCA GAC ACA CTC GAA GAC GAA TAT TAT GAT TTA TAA ATT TAT AAT ACC ACA 
420 

TAT TGG AAA TTG ACT GCT AAC AAA TAT GTT GGT TTA CTC CGT GGT TTA GAA ACT TAC TCT 
480 

CAA TTA TTC ACT TAA GAC GAA GAC ACT GAA GAT TGG TAT TTG AAT AAC ATC CCT ATT TCT 
540 

ATT CAA GAT TAA CCT GAC TAC ATC TAC AGA GGT CTT ATG ATA GAT TCA GCC AGA CAT TTC 
600 

TTA TCA GTT GAA ACT ATT TTA AAA ACT ATT GAT TCT ATG TTA TTC AAC AAG TTG AAT GTT 
660 

CTC CAT TGG CAC ATC ACT GAT ACT GAA TCC TTC CCC TTC CCT CTT AAA TCA TTC CCT AAT 
720 

ATT ACT AAA TAT GGA GCC TAC TCT AAG AAG AAA CAA TAC AGC TTC GAA GAC ATT TAA TAC 
780 

ATT GTA GAC TAA GCT CTC AAC AAG GGT ATT TAA GTT ATT CCT GAA GTC GAT TCT CCA GGA 
840 

CAC GCT TTT TCA TGG GCT AGA TCT CCT TAA TTC TCT AGT ATT GGT CTA TTA TGT GAT TAA 
900 

TAT AAT GGA TAG TTA GAC CCA ACA CTa' aAT TTA ACT TAC ACT GCT GTT AAG GGT ATT ATG 
960 

GAA GAT ATG AAT ACT TAA TTC TAC ACT GCT AAG TAT GTT CAT TTT GGT GGT GAT GAA GTT 
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GAA GAA TAA TGC TGG AAT AAA CGC CCT GAA ATT AAG GAA TTC ATG AAT TAA AAT AAC ATC 
1080 

TCT ACA TAT ACT GAT TTG TAG AAT TAT TAC AGA AAG AAC TAA GTT AAC ATT TGG AAA TCA 
1140 

ATT AAT GCT ACT AAG CCT GCT ATT TTC TGG GCA GAT TCA AAT ACT TTG AAA TAT GGT CCT 
1200 

GAT GAT ATT ATT CAA TGG TGG GGA TCT ACT CAT GAT TTT TCT TCA ATC AAA GAT CTT CCT 
1260 

AAC AAA ATA ATT TTA TCT TTC TAT GAT AAT ACT TAT TTG GAT GTT GGT GAG GGA AAT AGA 
1320 

TAT GGT GGA AGT TAT GGC AGC ATG TAT AAC TGG GAT GTC TTA AAC TCT TTC AAT CCT AGA 
1380 

GTT CCT GGA ATT AAG GGT GAA ATT CTT GGT GGC GAA ACA TGC TTA TGG AGT GAA ATG AAT 
1440 

GAT GAT TCT ACT TAA TTC TAA AGA CTT TGG ACA AGA AAT AGT GCA TTT GCT GAA AGA CTT 
1500 

TGG AAC ACT GAT GCT GCT AAC AAT GAA ACT TAC AAA ACT AGA GCT TTA GTT AGC AGA ATG 
1560 

GTC TTT ATG CAA CAC CGT TTA ACT GCT AGA GGA ATC CCT GCT TCT CCT GTA ACA GTT GGT 
1620 

ATT TGT GAA TAA AAC CTT TCT CTC TGC TAC AAT TGA 
1656 

ttctaaatataaarattaaataaatattttaagaaatatttttaagaatatttt^ 
1735 

taaaaaaaatataaatattattattaattgaattttagctaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
1798 
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Figur2: Die Aminosaure-Sequenz einer sauren Hydrolase aus dem 
CiUatenTetrahymena : 

MQKILLITFL LGIALAQITP GVDPISAKVM PKPKNYTYGD LSLLVTDPCG 50 

VSYRPSVGSG KVPNHVYQII GFYTLNIFNS NENSCAMQR EYKNETTIEK 100 

MRRLQHSQNIVFDIFIQDAA LATADTLEDE YYDLQIYNTT YWKLTANKYV 150 

GLLRGLETYS QLFTQDEDTE DWYLNNIPIS IQDQPDYIYR GLMIDSARHF 200 

LSVETILKTI DSMLFNKLNV LHWHITDTES FPFPLKSFPN ITKYGAYSKK 250 

KQYSFEDIQY IVDQALNKGI QVIPEVDSPG HAFSWARSPQ FSSIGLLCDQ 300 

YNGQLDPTLN LTYTAVKGIM EDMIMTQFYTA KYVHFGGDEVEEQCWNKRPE 350 

IKEFMNQNNI STYTDLQNYY RKNQVNIWKS INATKPAIFW ADSNTLKYGP 400 

DDIIQWWGST HDFSSIKDLPNKIILSFYDN TYLDVGEGNR YGGSYGSMYN 450 

WDVLNSFNPRVPGIKGEILG ETCLWSEMN DDSTQFQRLW TRNSAFAERL 500 

WNTDAANNET YKTRALVSRM VFMQHRLTAR GIPASPVTVG ICEQNLSLCY 550 

N 551 
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